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AGS   activator of G protein signaling 
ATP    adenosine 5’-triphosphate 
BSA   bovine serum albumin 
cAMP   adenosine 3’,5’-monophosphate (cyclic AMP) 
cDNA   complementary DNA 
cPLA2   cytosolic phospholipase A2 
DAG   diacylglycerol 
DEP   Disheveled/EGL10/Pleckstrin 
DEPC   diethylpyrocarbonate 
DMEM   Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
dNTPs   deoxynucleotide triphosphates 
ECL   enhanced chemiluminescence 
ERK1/2  extracellular signal-regulated kinase 1/2 
FCS   fetal calf serum 
GA3PDH  glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
GAP   GTPase-activating protein 
GDP   guanosine 5’-diphosphate 
GEF   guanine nucleotide exchange factor 
GFP   green fluorecent protein 
GGL   Gγ-like 
GIRK   G protein coupled inwardly rectifying K+ channel 
GRK    G protein-coupled receptor kinase 
GPCR   G protein-coupled receptor 
GTP   guanosine 5’-triphosphate 
HRP   horseradish peroxidase 
IgG   immunoglobulin G 
IP3   inositol 1,4,5-trisphosphate 
mRNA   messenger ribonucleic acid 
 iii 
NP40   nonident P-40 
PCR   polymerase chain reaction 
PDE   phosphodiesterase 
PIP2    phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 
PKA   protein kinase A 
PKC   protein kinase C  
PKG   protein kinase G 
PLC   phospholipase C 
PMSF   phenylmethylsulfonyl fluoride 
PS   phosphatidylserine 
PTHR   parathyroid hormone receptor 
PTX   pertussis toxin 
PVDF   polyvinylidene difluoride 
R9AP   RGS9-1 anchoring protein 
RGS   regulator of G protein signaling 
RT   reverse transcription 
SDS   sodium dodecyl sulfate 
SDS-PAGE  SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 
TBS   Tris-buffered saline 
TBST   Tris-buffered saline containing Tween 20 
TCA   trichloroacetic acid 
TP   thromboxane A2 receptor 
TPIP   thromboxane A2 receptor interacting protein 
Tris   2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol 
Triton X-100  polyoxyethylene (10) octylphenyl ether 





























ーゲットとして重要な位置を占めている (Fig. 1-1)。 
 GPCR に共役する三量体 G タンパク質はα、β及びγの三種類のサブユニット
からなるヘテロ三量体構造をとっており、αサブユニットの果たす機能およびア
ミノ酸配列の相同性によって Gs、Gi、Gq、及び G12の 4つのファミリーに分類
される (Table 1-1)。不活性状態の Gタンパク質は、αサブユニットに GDP が
結合したヘテロ三量体構造をとっているが、GPCRによって活性化された Gタ
ンパク質は、αサブユニットから GDPを解離し、代わりに GTPを結合して GTP
結合型 Gα (活性型 Gα) とβγ複合体 (Gβγ) に解離する (Fig. 1-2)。解離したαサ
ブユニットは種々の酵素活性を制御する。例えば Gαsは細胞膜タンパク質であ
るアデニル酸シクラーゼを活性化し、アデノシン 5’-三リン酸 (adenosine 5’- 
triphosphate; ATP) からサイクリック AMP (adenosine 3’,5’-monophosphate; 
cAMP) の産生、それに引き続くプロテインキナーゼ A (protein kinase A; PKA) 
の活性化を引き起こす[3, 4]。逆に Gαiはアデニル酸シクラーゼの不活性化を引 
 
   Table 1-1. Classif ication of tr imeric G proteins 
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Fig. 1-2 Model of G protein signaling. 
 
き起こす[3, 4]。Gαqはホスホリパーゼ Cβ (PLCβ) を活性化し[4, 5]、続いてホ
スファチジルイノシトール (4,5)-二リン酸が分解されてイノシトール 1,4,5-三
リン酸 (IP3) とジアシルグリセロール (diacylglycerol; DAG) が産生される。
IP3は小胞体膜上に存在する IP3受容体に作用し細胞質への Ca2+ 放出を引き起
こすのに対し、DAGはプロテインキナーゼ C (protein kinase C; PKC) の活性
化を引き起こす。Gα12は RhoGEF (Rho guanine nucleotide exchange factor) 
の活性化や Rhoキナーゼの活性化を引き起こすことが知られている[6]。活性化
















 一方、三量体 G タンパク質自身の活性を直接制御する因子も存在する。その
一つとして、近年 Gαの活性を負に制御する Regulator of G protein signaling 
(RGS) が注目を集めている。実際 Gαサブユニット自身が有する GTPase 活性
はあまり強くなく、Gαサブユニットのみでは Gタンパク質の不活性化の時間経
過は遅い。これに対し、細胞内での G タンパク質の不活性化は速やかな時間経
過で生じる[12]。RGSは GTPase-activating protein (GAP) としての作用をも
ち、活性化型 Gαサブユニットの GTPを速やかに加水分解し、不活性型の GDP
結合型へと戻すことで迅速なシグナルの停止を可能としている。RGSは、哺乳
類において現在までに 30 種類以上のアイソフォームが知られており[13, 14]、
その構造、機能の特徴などから 6 つのサブファミリーに分類されている (Fig. 
1-3)。RGS ファミリーのメンバーはすべて約 120 アミノ酸からなる RGS ドメ
インと呼ばれる領域を共有しており、このドメインを介して GAP活性をもたら
すと考えられている[13, 14]。一方、RGS タンパク質は、その大きさがおよそ




    
   Fig. 1-3  Classif ication of mammalian RGS and RGS-like proteins 
 
より GAP 活性だけではなく多彩な機能を発揮することが報告されている[13, 
14]。例えば、p115RhoGEF は Gα13の GAP として作用することが知られてい
る他、small Gタンパク質の一つである Rhoの GEFとしても働く領域を有する
[15-17]。RGS14 は Gαoの GAP である一方、Ras ファミリーの Rap1、Rap2
に結合し、これらの GEFとして作用する領域を保持している[18, 19]。また、




ないものも少なくない。例えば、Gi/oファミリーの Gα特異的に GAP 活性を示
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す R7-RGS サブファミリーなどがある。In vitro の細胞膜再構築系の実験にお
いては、R7-RGSはそれのみでは生体内で見られる GAP活性と比較して非常に
弱い活性しか示さない[22]。R7-RGS ファミリーは共通の構造として、GAP 活
性を示す RGSドメインの他、GGL (G-protein γ subunit-like) ドメイン、DEP 
(Disheveled/EGL10/Pleckstrin) ドメインを持っている[23, 24]。GGLドメイン































て、第 2章では RGS9-1の Gαi/oに対する GAP活性促進メカニズムの解明につ
いて、第 3 章では GPCR の一つであるトロンボキサン A2受容体 (TP) に結合














第 2章 RGS9-1 anchoring protein (R9AP) による RGS9-1 
    の Gi/o特異的 GAP 活性制御機構及び結合部位の解明  
 
 














































Nebl ら[41]は Gαi/oが脂質ラフトに局在することを報告している。R7-RGS は
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Gi/oファミリーに対して GAP活性を示すことが知られていることから、RGS9-1
が GAP 活性を発現するためには Gαi/oが存在する脂質ラフトに局在する必要が




2-1)。このうち、GGL ドメインは Gβ5 との結合に必要なドメインであり、
R7-RGSは常に Gβ5とのダイマーとして存在することによってタンパク質の安
定性を保っていると考えられる[25, 26, 42]。さらに、R7-RGSが Gβ5とダイマ








































Fig. 2-1 Alignment of  R7-RGS famil y.  RGS9L corresponds to RGS9-2 in the present 
study. A box in the intermediate domain shows the insertion of extra amino acids in RGS6 
and RGS7. The amino acid sequences of R7-RGS used in this experiment is following; mouse 
RGS6 (GenBank accession number AF10761), human RGS7 (AF49393), mouse RGS9-1 






ていないのが現状である。さらに、DEP ドメインと GGL ドメインの間の介在
配列の部分も Fig. 2-1に示すとおり各種 R7-RGSのアミノ酸配列の相同性は高
いが、機能はよく知られていない。 
これまで、RGS9-1と R9APとの結合には DEPドメインの関与が報告されて
きた。Guang ら[37]は GGL ドメインより N 末端側を削除することで、R9AP































2-2 実験方法  
 
2-2-1 細胞の培養 
NG108-15細胞は 0.45％グルコース含有 DMEMに 5% FCS及びストレプト
マイシン (50 µg/ml) ペニシリン (50 U/ml) を添加し、5% CO2存在下、37℃で
培養した。COS7細胞は Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) 培地に




 目的タンパク質の C末端に GFP標識する哺乳動物細胞発現ベクターとして、
pEGFP-N1 (Clontech) を用いた。 RGS9-1 FULL/pEGFP-N1、 RGS9-1 
D/pEGFP-N1、 RGS9-1 DI/pEGFP-N1、 RGS9-1 I/pEGFP-N1、 RGS9-1 





















 PCR反応は PTC-200 Peltier Thermal Cycler (MJ RESERCH) を用い、PCR
酵素には PfuTurbo® DNA polymerase (Stratagene) を用いた。得られた PCR
産物を精製し、EcoRⅠ及び ApaⅠで切断し、あらかじめ EcoRⅠ及び ApaⅠで
切断した pEGFP-N1に挿入した。ライゲーション反応は Quick T4 DNA Ligase 
(BioLabs) を用いて室温で 10時間インキュベートすることで行った。 
 
2-2-3 UK14304刺激による ERK1/2リン酸化の検討 





究では常に RGS9-1 と Gβ5L を同時にトランスフェクションした。また、トラ
ンスフェクションに用いる DNA 量はインサートを含まない空ベクターである
pcDNA3.1 (+) で補正し、最終 300 ng/wellとした。プラスミド DNA 1 µgを
LipofectAMINETM2000 Reagent 2.5 µlと混合し、室温で 30分間インキュベー
ションした後培養メディウムに加えて細胞にトランスフェクションした。トラ
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ンスフェクション 24時間後、FCS 0.1%含有 DMEMまたはこれに 100 ng/ml 
PTX を加えたものに置換した。さらに 24 時間後、Tyrode-HEPES solution  
(137 mM NaCl、2.7 mM KCl、1.0 mM MgCl、1.8 mM CaCl2、10 mM HEPES、
5.6 mM glucose、pH 7.4) に置換し、37℃、10分間プレインキュベートした後、
UK14304 (1 µM)で 60分間刺激した。その後、上清をアスピレートし、Laemmli
サンプルバッファー  (75 mM Tris-HCl、2% SDS、15% glycerol、3% 
2-mercaptoethanol、0.003% bromophenol blue、pH 6.8) 100 µlに溶解した。
サンプルは 95℃で 5 分間の加熱変性を行った後、11% SDS-ボリアクリルアミ




電気泳動後のサンプルを polyvinylidene difluoride (PVDF) 膜へウェット式
トランスファー装置 (MIGHTY SMALL TRANSPHOR、Amersham) を用いて
トランスファーした。トランスファーした PVDF 膜を 2%スキムミルク含有




キシダーゼ (HRP) 標識抗マウス IgG抗体、または抗ウサギ IgG抗体と室温に
て 1 時間インキュベーションした後、化学発光検出キット (ECLTM Western 





 Anti-ERK polyclonal antibody    600倍 
 Anti-p-ERK polyclonal antibody 1000倍 
 Anti-HA monoclonal antibody  1500倍  
 Anti-HA polyclonal antibody  1000倍  
 Anti-FLAG M2 antibody     1500倍 
 Anti-myc monoclonal antibody  1500倍 
 Anti-myc polyclonal antibody  1000倍 
 Anti-Flotillin-2 monoclonal antibody 2000倍  






RGS9-1/pcDNA3.1 (+) 1.5 µg、R9AP/pcDNA3.1 (+) 3 µg、R9APΔC (AA 1-212) 
/pcDNA3.1 (+) 3 µg、Gβ5L/pcDNA3.1 (+) 3 µgをそれぞれ組み合わせて用いた。
各種 DNAを組み合わせて混合し、DNA 1µgを FuGENE 3 µlと混合し、室温
で 30分間インキュベーションした後、培養メディウムに添加することでトラン
スフェクションを行った。トランスフェクションから 24時間後、細胞をチュー
ブに回収し、Tyrode-HEPES solution で 2 回洗浄した。洗浄した細胞に 1 ml
の lysis buffer (0.5 % Triton X-100、50 mM Tris-HCl (pH 7.6)、50 mM NaCl、
5 mM EDTA、1 mM Na3VO4、5 mM Na4P2O7、1 mM PMSF、10 µg/ ml 
aprotinin、10 µg/ ml leupeptin、10 µg/ ml antipain) を添加し、超音波処理 (15
秒間隔で 5秒間の処理を 4回) をした後、4℃で撹拌しながら 1時間インキュベ
ートした。この lysateに 60% (w/v) sucroseを溶かした STE buffer (50 mM 
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Tris-HCl (pH 7.6)、50 mM NaCl、5 mM EDTA、1 mM Na3VO4) 3 mlを加え
よくピペッティングし、超遠心用のチューブに入れた。その上に、35% (w/v) 
sucroseを溶かした STEを 4 ml、次いで 5% (w/v) sucroseを溶かした STEを 4 
ml 界面を乱さぬように重層した。これを超遠心機 (XL-90、BECKMAN) によ
り SW41Tiローターを用いて、4℃、200,000 x g、16時間遠心し、終了後 gradient




 COS7細胞を 60 mmディッシュに播種し、80％コンフルエントになるまで培
養した後、各種プラスミド DNAをトランスフェクションした。プラスミド DNA
はHA-RGS9-1/PMH6、HA-RGS9L/pHM6、HA-RGS6/pHM6、HA-RGS7/pHM6、
HA-RGS11/pHM6、myc-R9AP/pcDNA3.1 (+)、myc-R9APΔC/ pcDNA3.1 (+) 及
び FLAG-Gβ5L/pcDNA3.1 (+) 、 RGS9-1 FULL/pEGFP-N1 、 RGS9-1 
D/pEGFP-N1、 RGS9-1 DI/pEGFP-N1、 RGS9-1 I/pEGFP-N1、 RGS9-1 
GR/pEGFP-N1 を用いた。 DNA 量は HA-RGS11/pHM6 は 250 ng、
HA-RGS9-1/PMH6 、 HA-RGS9L/pHM6 、 myc-R9AP/pcDNA3.1 (+) 、
myc-R9APΔC/pcDNA3.1 (+) 及び FLAG-Gβ5L/pcDNA3.1 (+) はそれぞれ 500 
ng 、 HA-RGS6/pHM6 、 HA-RGS7/pHM6 はそれ ぞれ 1 µg 、 RGS9-1 
FULL/pEGFP-N1、RGS9-1 D/pEGFP-N1、RGS9-1 DI/pEGFP-N1、RGS9-1 
I/pEGFP-N1、RGS9-1 GR/pEGFP-N1はそれぞれ 1.5 µg用いた。各種 DNAを
組み合わせて混合し、DNA 1 µgに対して FuGENE 3 µlの割合で混合し、室温
で 30分間インキュベーションした後、培養メディウムに添加することでトラン
スフェクションを行った。 
トランスフェクションから 24時間後、細胞を Tyrode-HEPES solutionで 3
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回洗浄した。洗浄した細胞を 400 µlの lysis buffer (150 mM NaCl, 0.1% NP40, 
1 mM PMSF, 0.01% aprotinin, 20 µg/ml leupeptin, 20 mM Tris/HCl, pH 7.4) 
で 1.5 mlチューブに回収し、23Gの注射針で 10回出し入れすることにより細
胞を剪断した。得られた lysateを 4℃で 1 時間回転させながらインキュベーシ
ョンを行った。その後、4℃、15,000 x gで 15分間遠心し、破砕しきれなかっ
た断片を除去し、上清を回収した。次に、lysis bufferで予め平衡化した 20 µl
のアガロースビーズ結合抗 myc-抗体を加えて 4℃で一晩インキュベーションを
行った。上清を回収後、lysis bufferでアガロースビーズを 5回洗浄し、サンプ




2-2-7  遺伝子配列相同性解析 
本研究で用いた各 R7-RGS の遺伝子配列を NCBI (National Center for 
Biotechnology information) のウェブサイトからダウンロードし、これらを遺
伝子配列解析ソフト (Genetyx Win ver 4) を用いて相同性解析を行った。用い
た遺伝子配列mouse RGS6 (Gene bank accession number AF10761)、human 
RGS7 (AF49393)、mouse RGS9-1 (AAC99481)、human RGS9-L (AF493933)、




FCS、UK14304、抗 FLAG M2抗体、抗 HA抗体 (rabbit) は Sigma Aldrich 
Japanから購入した。DMEMはニッスイから購入した。アガロースビーズ結合
抗mycモノクローナル抗体 c-myc (9E10) は Santa Cruz Biotechnologyから購
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入 し た 。 抗 GFP 抗 体  (mouse) は Clontech か ら 購 入 し た 。
LipofectAMINETM2000 Reagent、抗 myc抗体 (mouse) は Invitrogenより購
入した。抗 ERK1/2 抗体 (rabbit)、抗 p-ERK1/2 抗体 (rabbit)、抗 flotillin-2





 実験結果については、平均値 (mean) ±標準誤差 (S.E.) で示し、有意差検定
は Tukeyの多重比較法を用いて解析した。 
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2-3 結果  
 
2-3-1 Gi/oシグナルを介した extracellular signal-regulated kinase 1/2  
(ERK1/2) のリン酸化に対する RGS9-1及び、R9AP発現の影響 
 
 RGS9-1の GAP活性に対する R9APの促進作用は、in vitroの再構成実験で
の報告はあるが[37]、細胞レベルにおいては報告されていない。神経系モデル細
胞として知られる NG108-15 細胞には、Gi/o連関型のアドレナリンα2受容体が
発現している[48]。RGS9-1は in vitroの系において Gαt以外の Gi/oファミリー
に対しても GAP活性を示すことが報告されていることから[37]、細胞レベルに
おける Gi/oシグナルに対する RGS9-1の作用とこれに対する R9APの役割につ
いて解明することを試みた。NG108-15 細胞に HA 標識 RGS9-1/PMH6 
(HA-RGS9-1)、FLAG 標識 Gβ5L/pcDNA3.1 (+) (FLAG-Gβ5) 及び myc 標識
R9AP/pcDNA3.1 (+) (myc-R9AP)を一過性に発現させ、α2受容体アゴニストで
ある UK14304 (1 µM) で 2 分間刺激した時に惹起される extracellular 
signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2) のリン酸化反応をGi/oを介するシグナル
















Fig. 2-2 Effects of R9AP and RGS9-1 on UK14304-induced ERK1/2 phospholylation in NG108-15 
cells. (A) NG108-15 cells were transfected with HA-RGS9-1/FLAG-Gβ5L or 
HA-RGS9-1/FLAG-Gβ5L/Myc-R9AP or empty vector (pcDNA3.1+).  Twenty-four hrs after 
transfection, cells were pretreated with or without 100 ng/ml PTX for 24 hrs, and then they were 
stimulated with UK14304 (1 µM) for 2 min.  Each sample was separated by 11% SDS-PAGE, and 
Western blotting was performed using anti-phosphoERK1/2 antibody and anti- ERK1/2 antibody. A 
typical blot is shown from three independent experiments.  (B) Phosphorylation of ERK1/2 is expressed 
as percentage of the phosphorylation to UK14304 alone.  Each column represents the mean with S.E. of 
three determinations.  *Significant difference from control (P<0.05). 
 













































Fig. 2-3 Localization of Gi/oα  in the lipid rafts separated from COS7 cells. COS7 cells were subjected 
to isolate lipid rafts by sucrose density ultracentrifugation.  (A) Equal volume of each fraction was 
separated by 11% SDS-PAGE (B) Westernblotting (WB) was performed using anti-flotillin-2 antibody 




その結果、脂質ラフトマーカーである flotillin-2 は、4、5 フラクションに集
積していることが観察され (Fig. 2-3B)、脂質ラフトが 4及び 5フラクションに
回収されていることを確認した。さらにこのとき、flotillin-2と同様に、RGS9-1








2-3-3 RGS9-1及び R9APの脂質ラフトへの局在性の検討 
 




HA-RGS9-1 は脂質ラフト画分である 4、5 フラクションには集積しなかった 
(Fig. 2-4A)。一方、myc-R9AP は単独で脂質ラフト画分に集積していることが





画分である 4、5フラクションに集積が認められなかったことから (Fig. 2-4C)、
R9AP の脂質ラフトへの局在は C 末端膜貫通部位の関与が示唆された。一方、




討した。その結果、RGS9-1 は R9AP と共発現させることによって、脂質ラフ
ト画分である 4、5フラクションにも集積が認められるようになった (Fig. 2-4D)。
一方、myc-R9APΔC では、RGS9-1 の脂質ラフト画分への集積は見られなかっ






Fig. 2-4 Localization of RGS9-1 and R9AP in lipid rafts. COS7 cells were transfected with (A) 
HA-RGS9-1, (B) myc-R9AP, (C) myc-R9APΔC, (D) HA-RGS9-1 and myc-R9AP or (E) HA-RGS9-1 
and myc-R9APΔC.  Twenty-four hrs after transfection, cells were subjected to sucrose density 
ultracentrifugation to isolate lipid rafts.  Equal volume of each fraction was separated by 11% 
SDS-PAGE, and Western blotting was performed using anti-flotillin-2 antibody, anti-HA antibody or 














fraction No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
HA-RGS9-1/ Myc- R9AP transfectionD
C
Flotillin-2
Myc- R9AP ΔC 




Myc- R9AP ΔC 
fraction No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
HA-RGS9-1/ Myc- R9APΔC transfectionE
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2-3-4 RGS9-1と R9APの結合部位の詳細な検討 
 
 R9APとRGS9-1の結合部位におけるDEPドメインおよび介在配列の関与に
ついて詳細に検討するため、C末端に GFP (green fluorecent protein) タグを付
加した RGS9-1 欠損変異体 (GFP-RGS9-1 欠損変異体) の発現ベクターを作製
した (Fig. 2-5A)。作製したベクターは、全長の RGS9-1 (RGS9-1 FULL)、DEP
ドメインだけを有する RGS9-1 欠損変異体  (RGS9-1 D)、介在配列 
(intermediate domain) だけを有する RGS9-1欠損変異体 (RGS9-1 I)、DEPド
メインと介在配列を有する RGS9-1欠損変異体 (RGS9-1 DI)、DEPドメインと
介在配列の両方を欠損した RGS9-1 欠損変異体 (RGS9-1 GR) である。作製し





 次に細胞レベルにおける各 GFP-RGS9-1 欠損変異体および myc-R9AP との
結合性を、共免疫沈降法により検討することを試みた。ここで、すでに R9AP
と RGS9-1 との結合には R9APの細胞内領域が重要であることが知られている










Fig. 2-5 The binding of R9AP to RGS9-1 deletion constructs. (A) Schematic structure of the RGS9-1 
deletion mutants. DEP, Disheveled/EGL10/Pleckstrin domain; IM, intermediate domain; GGL, G protein 
γ-subunit like domain; RGS, RGS domain (see Experimental Procedures for exact boundaries of each 
construct).  Each construct contains an C-terminal GFP tag. RGS9-1 Full, full length RGS9-1; RGS9-1 
D, DEP domain of RGS9-1; RGS9-1 I, intermediate domain of RGS9-1; RGS9-1 DI, DEP domain and 
intermediate domain of RGS9-1; RGS9-1 GR, GGL domain and RGS domain of RGS9-1. (B) Expression 
of each GFP-RGS9-1 deletion constructs in cell lysates.  COS7 cells were transfected with each 
GFP-RGS9-1 deletion constructs. Western blotting was performed by anti-GFP antibody in each cell 
lysate. (C) Co-immunoprecipitation was performed by anti-myc antibody, and Western blotting was 
performed by anti-GFP antibody. L, total cell lysate; S, supernatant after immunoprecipitation; P, pellet 
after immunoprecipitation. 
  
(Fig. 2-5C1)。また、全長 RGS9-1は従来の報告通り[34, 35]、R9APと共沈する






だけを有する RGS9-1 欠損変異体は R9APと共沈せず (Fig. 2-5C3、4)、DEP
ドメインと介在配列の両方をもつ欠損変異体 (Fig. 2-5C5) ではR9APとの相互
作用が観察された。さらに、DEPドメイン、介在配列の両方を欠損した変異体
では (Fig. 2-5C6)、R9AP とは共沈しなかった。以上のことから、R9AP と








ところ、DEP ドメインから RGS ドメインに至るまで全般的に良く保存されて
いるが、この中で RGS6および RGS7には介在配列の部分にさらに二十数個の
アミノ酸が挿入されていることが明らかになった (Fig. 2-1)。そこで RGS9-1以
外の R7-RGSと R9APとの結合性についても検討することにより、RGS9-1と
R9APとの結合領域についての詳細な情報を得ることを試みた。すなわち COS7
細胞に HA 標識した各種 R7-RGS 及び myc-R9APΔC をトランスフェクション
し、抗myc抗体を用いた免疫沈降、さらに抗HA抗体を用いたウェスタンブロ
ッティングにより、両者の相互作用について解析した。 
 その結果、各種 R7-RGS をトランスフェクションした細胞において、それぞ
れ推定分子量にバンドが検出されることを確認した (Fig. 2-6A)。一方、全ての
沈降物中に myc-R9APΔC のバンドが検出され、myc-R9APΔC が免疫沈降され
ていることを確認した (Fig. 2-6B)。また、R7-RGS のうち、2-3-4 に示した
RGS9-1のみならず RGS9-2、 RGS11も R9APと共沈することが明らかになっ
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たが、RGS6、RGS7では R9APとの相互作用は見られなかった (Fig. 2-6B)。
以上の結果より、R9APは RGS9-1以外にも RGS9-2、RGS11と結合すること






Fig. 2-6 Co-immunoprecipitation of R9AP with R7-RGS family. (A) COS7 cells were co-transfected 
with myc-R9APΔC and each HA-R7-RGS.  Twenty four hrs after transfection, cells were solubilized, 
and Western blotting was performed by anti-HA antibody. (B) The cell lysate was immunoprecipitated 
with anti-myc antibody, and Western blotting was performed to detect each HA-R7-RGS with anti-HA 
antibody.  L; Total cell lysates, S; Supernatant after immunoprecipitation, P; Immunoprecipitates. 
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2-4 考察  
 





 NG108-15 細胞をアドレナリンα2 受容体の選択的アゴニストである
UK14304 で刺激したところ、PTX 感受性の ERK1/2 のリン酸化が起こったこ
とから、この ERK1/2 リン酸化は Gi/oを介して生じる反応であることを確認し





細胞モデルを作製した。この in vitro 視細胞モデルにおいて R9AP が RGS9-1
の GAP活性を増強することを報告しているが、本研究において得られた結果は、
Huらによって報告された in vitroでの R9APによる RGS9-1の GAP活性促進
作用が、実際に細胞レベルにおいても起こっていることを示している。一方、
R9AP それ自身では GAP 活性を持たないことから[35]、R9AP の GAP 活性促
進機構として、これまでは RGS9-1 を細胞膜に固定することによると考えられ
てきた。本研究ではさらに踏み込んで、R9AP は RGS9-1 の局在を細胞膜中の






































り[54, 55]、RGS9-1の GAP活性に PKC、PKAなどのシグナル分子によるリン
酸化が関与している可能性も考えられる。今後さらなる検討によって、R9AP
を介する RGS9-1の活性調節機構が明らかになるものと思われる。 




見ているわけではない。そこで本章では、R9AP に対する RGS9-1 の結合部位
の詳細を明らかにするために、各種 RGS9-1 欠損変異株を作製し (Fig. 2-5A)、
共免疫沈降法によりそれぞれの R9APとの結合性を検討した。 


















ると二十数塩基長い。Fig. 2-5B において DEP ドメインに加え、介在配列も
R9AP との結合性に関与することが示唆されたことから、5 種類の R7-RGS と
R9APとの結合性を明らかにすることで、RGS9-1の結合部位の詳細を検討する
ことを試みた。 
COS7細胞に myc-R9APΔCと各種 R7-RGSを共発現させ、抗 myc抗体で免
疫沈降したところ、従来報告されていた RGS9-1の R9APとの共沈が確認され
た。さらに RGS9-2、RGS11 は R9AP と共沈したが、RGS6、RGS7 は R9AP
と共沈しなかった。他の R7-RGSよりも介在配列が長い RGS6、RGS7が R9AP
と結合しなかったことは、2-3-4の結果と同様、R9APとの結合に、介在配列が







 また R7-RGSを制御する分子として、R9APの他、最近になって R7BPが報






















第 3 章 TXA2受容体  (TP) 新規会合タンパク質 
    TP interacting protein (TPIP) の機能解析 
 
 
3-1 序論  
 




が特異的に結合する TXA2受容体 (TP) を介して引き起こされる。TPは Gタン
パク質共役型受容体 (GPCR) の一つであり、三量体Gタンパク質の中でもGq/11
と連関してホスホリパーゼ C (PLC) を活性化させ、細胞内 Ca2+濃度の上昇や、
プロテインキナーゼ C (PKC) の活性化を引き起こすことがよく知られている
[61-63]。さらに、TP は G12、G13、Gi、Gs及び Ghとも連関することが報告さ
れており[63-65]、それにより様々なシグナル経路を活性化させる。 
 ヒト TPは一つの遺伝子として発見されたが、多くの他の GPCRと同様にス
プライシングバリアントが存在する。TPα はヒト胎盤細胞から初めてクローニ
ングされたことから placental type とも呼ばれ、343 アミノ酸から構成されて
いる[66]。一方、TPβ はヒト内皮細胞から初めてクローニングされたことから
endothelial type とも呼ばれ、407 アミノ酸から構成されている[67]。TPα と
TPβは初めの 328アミノ酸は共通の配列であり、C末端部分の配列のみが異な
っている (Fig. 3-1)。すなわち、細胞外の N末端から 7回目の膜貫通領域まで
同一であることからリガンド結合部位は TPα、TPβ共に同じであると予想され











Fig. 3-1. Amino acid sequence of the C termini of TPα  and TPβ . TPα and TPβ diverge  










わる small Gタンパク質の一つであるが、Hamelinら[72]はGDP結合型 Rab11
の TPβC末端領域への結合が TPβの細胞内から細胞表面へのリサイクリングに
重要であることを報告している。 







り積極的に分解を受けることが明らかになった[73]。一方、TPα 及び TPβの C
末端に結合するタンパク質として KIAA1005を酵母ツーハイブリッド法により
見出した。KIAA1005をTPタンパク質としてTP interacting protein (TPIP) と
命名したが、その生理的役割、機能については全く未知である。 
 そこで本章では新規 TP結合タンパク質 TPIPが TPの機能に与える影響を解
明することを目的とし解析を行った。 
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3-2 実験方法  
 
3-2-1 細胞培養と TP安定発現細胞の作製 
 Chinese hamster ovary (CHO) 細胞及びHuman embryonic kidney (HEK) 
293 細胞は 10％FCS、1321N1 ヒトアストロサイトーマ細胞は 5％FCS、50 
unit/ml ペニシリン及び 50 µg/ml ストレプトマイシンを添加した Dulbecco’s 
modified Eagle Medium (DMEM; Nissui) 中で、5％CO2インキュベーター内
37℃で培養した。TP、TPIP のトランスフェクションは Lipofectamine 2000 
(Invitrogen) を用い、マニュアルに従って行った。CHO細胞の TP安定発現細
胞の作成にはトランスフェクション二日後に 1/100の細胞数で播き直し、G418 
(Calbiochem) を 600 µg/mlの濃度で加えて培養した。二週間後にそれぞれのネ
オマイシン耐性 (G418耐性) クローンを単離し、TPの発現を確認した。 
 
3-2-2 プラスミドの作製 




は ABI 310 (Applied Biosystems) を用い、PCR 酵素には pfu turbo DNA 
polymerase (Stratagene) を用いた。得られた PCR産物は EcoRIで切断し、あ
らかじめ EcoRIで切断した pcDNA3.1 (+) とライゲーションした。ライゲーシ
ョン反応はQuick Ligetion kit (New England Biolabs) を用いて室温で 10分間
インキュベートすることで行った。 
 FLAG-TPα/CMV4 の作製は成宮  周教授  (京都大学 ) より供与された
wild-type TPα (HPL/pBluescript) を BamHI及び EcoRVで切断し、あらかじ
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め BamHI 及び EcoRV で切断した FLAG/HMV4 とライゲーショした。
FLAG-TPβ/CMV4は二つの TPβ断片を FLAG/HMV4に組み込み作製した。一
つ目の断片は wild-type TPα (HPL/pBluescript) を EcoRI及び BsiHKAIで切
り出した。二つ目の断片は 1321N1 ヒトアストロサイトーマ細胞から抽出した
RNA を逆転写した cDNA をテンプレートとして用い、PCR することで得た
DNA 断 片 を BsiHKAI 及 び NotI で 切 断 し た 。 プ ラ イ マ ー は
5’-AAAGTCGACAAGAGCCGTGCTCAGGCGTCTCAGCC-3’と 5’-TTGCGGC 
CGCTCAATCCTTTCTGGACAGAGCCTTCCC- 3’を使用した。得られた二つの




 HEK293 細胞を 60 mmディッシュに播種し、80％コンフルエントになるま
で培養した後、各種プラスミド DNAをトランスフェクションした。プラスミド
DNAはmyc-TPIP/pcDNA3.1 (+)、FLAG-TPα/CMV4、FLAG-TPβ/CMV4を用
いた。DNA 量は myc-TPIP/pcDNA3.1 (+) は 5 µg、FLAG-TPα/CMV4、
FLAG-TPβ/CMV4はそれぞれ 2.5 µg用いた。各種DNAを組み合わせて混合し、
DNA 1 µgを LipofectAMINETM2000 Reagent 2.5 µlと混合し、室温で 20分間
インキュベーションした後、培養メディウムに添加することでトランスフェク
ションを行った。 
トランスフェクションから 24時間後、細胞を Tyrode-HEPES solutionで 3
回洗浄した。洗浄した細胞を 400 µlの lysis buffer (150 mM NaCl, 0.1% NP40, 
1 mM PMSF, 0.01% aprotinin, 20 mg/ml leupeptin, 20 mM Tris/HCl, pH 7.4) 
で 1.5 mlチューブに回収し超音波処理 (15秒間隔で 5秒間の処理を 5回) し、
lysateを 4℃で 1時間回転させながらインキュベートした。その後、4℃、15,000 
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x gで 15分間遠心し、破砕しきれなかった断片を除去し、上清を回収した。次
に、lysis bufferで予め平衡化した 20 µlのアガロースビーズ結合抗 FLAG M2-
抗体を加えて 4℃で一晩インキュベーションを行った。上清を回収後、lysis 
bufferでアガロースビーズを 5 回洗浄し、サンプルバッファーを加え 5 分間超
音波処理を行った。その後、電気泳動 (8%、11% SDS-PAGE) し、2-2-4 に準
じた方法によってウェスタンブロッティングを行った。 
 
3-2-4 Pull-down assay 
 GST 融合タンパク質の発現には、まず種々のインサートを含む pGEX-5X-2
を大腸菌 BL21 に導入した。得られたコロニーは LB 培地中で大量培養し、
isopropyl β-thiogalactosideで発現を誘導した。タンパク質発現が誘導された大
腸菌は Protease inhibitor Cocktail (Roche), 10 mM EDTA, 2 mM PMSFを含
む buffer A (20 mM Tris/HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM DTT) に懸濁し、
FRENCH Press により破壊した。FRENCH Press を通した大腸菌懸濁液は
17,400 gで 15分間、4℃で遠心し、上清を GST融合タンパク質溶解液とした。
myc-TPIPタンパク質はHEK293細胞にmyc-TPIP/pcDNA3.1 (+) をトランス
フェクションしbuffer B (20 mM Tris/HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM DTT, 0.1% 
NP40) 中、4℃で一時間撹拌することで得た。GST融合タンパク質 (15 µg) と
myc-TPIP (100 µg) を含むHEK293細胞ライゼートを buffer B 中で混合し、
4℃で一晩撹拌した。翌日、buffer Bで平衡化した Glutathione-Sepharose 4B 
(Amersham Pharmacia Biotech) にタンパク質混合物を加え、室温で一時間撹
拌した。タンパク質が結合したビーズは buffer Bで洗浄した後、buffer Bから





 cDNAの合成は ReverTra Ace (TOYOBO) のキットを用い、そのプロトコー
ルに従い行った。RT反応はまず、1.0 µgのRNAに oligo (dT) 12-18 primer (0.25 
pmol/ml) 0.5 µl、DEPC水 3.75 µlを混合し、70℃で 10分間処理し、4℃で冷
却した。このサンプルに 5 x RT buffer 2 µl、10 mM dNTPs mixture 1 µl、RNase 








2-2-7 U46619刺激による ERK1/2リン酸化の検討 
 TPα及び TPβ安定発現 CHO細胞を 12 well plateに播種し、80%コンフルエ
ントになるまで培養した後、myc-TPIP/pcDNA3.1 (+) をトランスフェクション
した。また、トランスフェクションに用いる DNA量はインサートを含まない空
ベクターである pcDNA3.1 (+) で補正し、最終 1 µg/well とした。プラスミド
DNA 1 µgを LipofectAMINETM2000 Reagent 2.5 µlと混合し、室温で 30分間
インキュベーションした後培養メディウムに加えて細胞にトランスフェクショ
ンした。トランスフェクション 24時間後、FCS 0.1%含有 DMEMに置換した。
さらに 24時間後、Tyrode-HEPES solutionに置換し、37℃、10分間プレイン
キュベートした後、U46619 (1 µM) で各時間刺激した。その後、上清をアスピ
レートし、サンプルバッファー 100 µl に溶解した。サンプルは 95℃で 5 分間
の加熱変性を行った後、8%、11% SDS-ポリアクリルアミドゲルを用いて定電
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 細胞内イノシトールリン酸の定量は Nakahata ら[74]の方法に従った。すな
わち、CHO細胞は 60 mmディッシュ上でトランスフェクションし、翌日に 12 
well plateに培養しなおした。このとき、2 µCi/mlの [3H]myo-inositolで細胞
膜リン脂質を標識した。トランスフェクションから 48 時間後に細胞を
Tyrode-HEPES solutionで２回洗浄し、10 mM LiClを加えた Tyrode-HEPES 
solution 中、10 分間 37℃でインキュベートした。細胞はそれぞれの濃度の
U46619 及びカルバコールと 20 分間反応させ、buffer を除去後、5％トリクロ
ロ酢酸 (TCA) を加えて反応を停止させた。この TCA溶液をジエチルエーテル
で３回洗浄することによって TCAを除き、1 Mギ酸で活性化させた陰イオン交
換樹脂 (Dowex AG 1X-8, formate form) を用いて [3H]イノシトールリン酸を
分離した。すなわち、サンプルをローディングしたカラムは水 6 ml、及び 50 mM
ギ酸アンモニウム 6 mlによりイノシトール及びグリセロホスホイノシトールを





 TPαあるいは TPβを安定発現させたHEK293細胞は氷冷した PBSで二度洗
浄し、トリプシンでディッシュから剥がした後に Tyrode-HEPES solutionに懸
濁させた。1 x 106個の細胞は各種濃度の [3H]SQ29548を含む200 µlの溶液中、
4℃で 3時間インキュベートした。氷冷した washing buffer (10 mM Tris-HCl, 
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3-2-10 1321N1細胞からの総 RNA抽出  
 1321N1細胞からの総 RNA抽出は TRI Reagentのキットを用い、そのプロ
トコールに従い行った。1321N1細胞を 6 well plateに播種し、80%コンフルエ
ントになるまで培養した後、各濃度の myc-TPIP/pcDNA3.1 (+) をトランスフ
ェクションした。トランスフェクションから 24時間後、U46619 1 µMで 4時
間刺激を行った。SQ29548 の処理時間は U46619 刺激 15 分前から処理した。
刺激終了後、メディウムをアスピレートして取り除いた後、TRI Reagent 250 µl
加え細胞を溶解し 1.5 mlチューブに回収した後、クロロホルムを 50 µl加えチ
ューブをよく振った。室温に 5分間放置した後、17,400 x g、4℃で 10分間遠
心分離した。別のチューブに水相を回収した後、イソプロパノールを 125 µl加
え、5回反転後室温で 5分間放置し、17,400 x g、4℃で 10分間遠心分離した。
上清を除去し、70％エタノール 250 µlで洗浄した後、17,400 x g、4℃で 5分間
遠心分離し、上清を完全に除去した。予めジエチルピロカーボネート処理した
蒸留水 (DEPC水) に RNAを溶解し、これを総 RNA抽出液とした。分光光度





Chemicalから購入した。 [3H]SQ29548、myo- [3H]inositolはPerkin Elmer Life 
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Sciences から購入した。pFLAG-CMV4、抗 FLAG M2 抗体、アガロースビー
ズ結合抗体は SIGMAから購入した。ProQuest Two-Hybrid System、human 
adult brain cDNA library は Invitrogen から購入した。Human total RNA 










3-3-1 TPα及び TPβと TPIPの会合 
 
 酵母ツーハイブリッド法を用いて、ヒト脳 cDNAライブラリーから TPα、TPβ
の C末端領域に結合するタンパク質の探索を行った。解析するために TPαは約
9.07 x 106、TPβは約 5.53 x 106のクローンを用いた。その結果、TPαに会合する
陽性クローンとして KIAA1005を見出した (データ示さず)。さらに β-ガラクト
シダーゼアッセイによって、KIAA1005は TPα、TPβの C末端部位と強く会合
することが明らかになった (データ示さず)。KIAA1005 は 2005 年に初めて全
長がクローニングされた新規タンパク質であり、その機能については研究がさ
れておらず、TPα、TPβ 共に結合する新規タンパク質として見出されたことか
ら、TP interacting protein (TPIP) と命名した。TPIP遺伝子は第 16染色体上
にコードされており、TPIP タンパク質は 1,315 アミノ酸から構成されている。
ドメイン解析ソフトにより TPIP の二次構造予測を行った結果、中央部に 2 つ
の C2ドメイン、N末端側に 5つのコイルドコイルドメインをもつことが明らか




Fig. 3-2. Thromboxane A2 receptor (TP) interacting protein (TPIP).  The predicted  







にトランスフェクションして得られた cell lysateを抗 FLAG M2抗体で免疫沈
降し、沈降したタンパク質を SDS-PAGE で分離後、抗 myc 抗体を用いてウェ
スタンブロッティング法により解析した。その結果、それぞれの沈降物中に
FLAG-TPα、FLAG-TPβのバンドが検出されたことから、免疫沈降されている






















Fig. 3-3. Thromboxane A2 receptor (TP) interacting protein (TPIP) and its association with 
TPα  and TPβ . HEK293 cells were co-transfected with myc-TPIP and FLAG-TPα (A) or 
FLAG-TPβ (B). Twenty-four hrs after transfection, cells were solubilized in RIPA buffer and the 
FLAG-TP was immunoprecipitated with the anti-FLAG antibody. Western blotting of the 
immunoprecipitates was performed to detect myc-TPIP with anti-myc antibody and and FLAG-TP 
with anti-FLAG antibody. Cell extract was also used for detection of TPIP or FLAG-TP. 
BA
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3-3-2 TPα及び TPβの TPIP結合部位の解析 
 
 酵母ツーハイブリッド法及び免疫沈降法により TPIPが TPα、TPβと結合す
ることが明らかになった (Fig. 3-3)。前述した通り TPαと TPβの C末端領域の
配列は 328番目のアミノ酸以降の配列のみが異なる (Fig. 3-1)。以前、酵母ツー
ハイブリッド法を行う際に bait として用いた TPα、TPβ の C 末端配列は 313
アミノ酸以降の配列である。つまり 313番目から 328番目までの共通配列を含
んでおり、TPα、TPβ 両方と結合する TPIP はこの領域を認識して結合してい
る可能性が高い。このことから TPα、TPβの詳細な TPIP結合部位を明らかに
する為に、特に 313番目から 328番目までの共通配列に注目し、いくつかのGST
融合 TP C末端部分変異体を用いて pull-down assayを行った。各 GST融合 TP 
C末端部分変異体を大腸菌に導入し、大量にタンパク質を発現させた。GST融
合 TP C末端部分変異体は TPαの C末端全長 (TPα 313-343)、TPβの C末端全
長 (GST-TPβ 313-407)、TPβの C末端 313番目から 332番目までのアミノ酸配
列 (GST-TPβ 313-332)、及び TPβの C末端 332 番目から 407 番目までのアミ





のビーズを buffer で洗浄し、結合しないタンパク質を除いた後 SDS sample 
bufferでビーズに結合しているタンパク質を溶出させ、myc-TPIPの存在をウェ
スタンブロッティング法により確認した。 
 その結果、酵母ツーハイブリッド法の結果と同様、TPIP は TPα 313-343、
TPβ 313-407と結合することを確認した (Fig. 3-4)。さらに TPα、TPβ共通配
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列を含む GST-TPβ 313-332は TPIPと結合したが、それ以降の非共通配列をも
つGST-TPβ 332-407はTPIPと結合しなかった (Fig. 3-4)。これらの結果から、











Fig. 3-4. Binding ability of TP mutants to TPIP. (A) Composition of GST, GST-TPα and GST-TPβ 
mutants expressed in bacteria (nos. 1–5). Dotted area in TPα shows the different amino acid sequence 
from TPβ. (B) GST, GST-TPα and GST-TPβ mutants (a, 1–5) were incubated with myc-TPIP. 
Myc-TPIP (upper panel) bound to glutathione-sepharose were subjected to 11% SDS-PAGE. The bound 
proteins were stained with Coomassie Brilliant Blue (CBB, lower panel). 
 
 





TPβ mRNAの発現パターンを解析した。ヒト組織サンプルとしてHuman total 
















Fig. 3-5. TPIP mRNA expression in various human tissues. RT-PCR was performed using products of 
the Human Total RNA Master Panel II (Clontech) for analysis of TPIP, TPα and TPβ. cDNA (500 ng) of 
each tissue was used for the analysis. The ubiquitously expressed glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (GA3PDH) gene was used as a positive control.  
 
 
3-3-4 TPシグナル伝達に対する TPIP過剰発現の影響 
 
 3-3-1と 3-3-2で TPIPと TPα及び TPβの会合が示されたことから、TPIPは
TPを介するシグナル伝達に影響を及ぼしている可能性が大いに考えられる。そ
こでTPを介する様々なシグナルに対してTPIP過剰発現がどのような影響を及
ぼすのか検討を行った。いくつかの細胞で TP アゴニストである U46619 で刺
激すると extracellular signal-regulated kinase (ERK) 1/2のリン酸化が引き起
こされることが知られている[75, 76]。そこで TPαを安定発現させた CHO細胞 
(CHO-TPα細胞)、及び TPβを安定発現させた CHO細胞 (CHO-TPβ細胞) を































































































討した。すなわち、CHO-TPα 細胞または CHO-TPβ 細胞に myc-TPIP 及び
pcDNA3.1 (+) をトランスフェクションし、U46619 (1 µM) で各時間刺激した後
に SDS sample bufferに溶解し、抗 pERK1/2抗体を用いたウェスタンブロッテ
ィング法により解析した。その結果、pcDNA3.1 (+) のみをトランスフェクショ
ンした細胞では、 U46619 刺激により TPα-CHO 細胞、TPβ-CHO 細胞共に 2





Fig. 3-6. TP-mediated phosphorylation of ERK1/2 was decreased by TPIP in CHO cells. CHO cells 
stably expressing TPα (A, CHO-TPa) or TPβ (B, CHO-TPβ) in a 12-well plate were transfected with 
myc-TPIP (1.0 µg/well) or empty vector (pcDNA3.1+, MOCK). Twenty-four h after transfection, cells 
were pretreated with FCS-free medium for 24 h, and then they were stimulated with U46619 (1 µM) for 
the indicated times. Samples were separated by 11% and 8% SDS-PAGE for ERK1/2 and TPIP, 
respectively. Western blotting was performed using the anti-phospho ERK1/2 antibody, anti-ERK1/2 
antibody and myc antibody. A typical blot is shown from CHO-TPα cells (A) or CHO-TPβ cells (B). The 
phosphorylation of ERK1/2 was summalized in CHO-TPα cells (C) of four experiments or CHO-TPβ 
cells (D) of three experiments. The levels of phosphorylation of ERK1/2 are shown as the fold increase 
above the basal level. The data are expressed as the mean ± S.E.M.  *P<0.05, two-way ANOVA. 
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過剰発現させた細胞では TPα、TPβを介した ERK1/2のリン酸化は抑制する傾
向が見られた (Fig. 3-6A,B)。 
 また CHO-TPα 細胞、CHO-TPβ細胞では TP アゴニスト刺激により Gqを介
したホスファチジルイノシトール (PI) 水解反応の亢進が報告されている[62, 
77]。そこで、TPアゴニスト誘発性 PI水解反応の亢進に対する TPIP過剰発現
の影響を検討した。TP アゴニスト U46619 で刺激をすると、従来の報告通り
CHO-TPα細胞、CHO-TPβ細胞共に濃度依存的な PI水解反応の亢進が引き起
こされた (Fig. 3-7A,B)。一方、TPIPを過剰発現させた細胞では TPα、TPβを
介した PI 水解反応の亢進は有意に抑制された (Fig. 3-7A,B)。ムスカリン M3
受容体は TP 同様 Gqシグナルを介して PI 水解反応の亢進を引き起こすことが 
知られている[78, 79]。そこで、TPIPによる PI水解反応抑制作用の受容体選択
性を検討するため、ムスカリンM3受容体介在 PI水解反応に対する TPIP過剰 
 
 
Fig. 3-7. TP-mediated phosphoinositide hydrolysis was decreased by TPIP in CHO cells. CHO cells 
stably expressing TPα (A, CHO-TPα) or TPβ (B, CHO-TPβ) were transfected with myc-TPIP (1.0 
µg/well) or empty vector (pcDNA3.1+, MOCK). Similarly, CHO cells stably expressing M3 receptor (C, 
CHO-M3) were transfected with myc-TPIP (1.0 µg/well) or empty vector (pcDNA3.1+, MOCK). 
Twenty-four h after transfection, cells were labeled with 2 µCi/ml [3H]inositol for 16 h, and were then 
stimulated with U46619 (10 nM-1 µM) for 20 min. Total [3H]inositol phosphates were separated by an 
anion exchange column (AG1X-8, formate form) and their radioactivities were measured. The levels of 
inositol phosphates are shown as the fold increase above the basal level. The data are expressed as the 





よる抑制作用は見られなかった。 (Fig. 3-7C)。この結果から TPIPは全ての PI
水解反応を抑制するのではなく、TP を介する PI 水解反応を選択的に抑制する
ことが示唆された。 




行った。1321N1 ヒトアストロサイトーマ細胞には TPα、TPβ が内因性に発現
しており[80]、TP アゴニスト U46619 で刺激するとインターロイキン (IL)-6 
mRNA 産生の亢進が引き起こされる[81]。そこで、1321N1 ヒトアストロサイ
トーマ細胞を用いて内因性 TPを介した IL-6 mRNA産生亢進に対する TPIP過
剰発現の影響を検討した。すなわち、各濃度 TPIPプラスミドをトランスフェク











Fig. 3-8. U46619-induced IL-6 mRNA expression was decreased by TPIP in 1321N1 cells. 1321N1 
cells were transfected with myc-TPIP (0.25, 0.5, 0.75 and 1.0 µg/well) or empty vector (pcDNA3.1+). 
Twenty-four h after transfection, cells were incubated with 1 µM U46619 (U) or U46619 + 1 µM 
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刺激し IL-6 mRNA産生量の検討を行った。TPアゴニストU46619刺激により
IL-6 mRNA産生の亢進がみられ、この反応は TPアンタゴニスト SQ29548前 
処理により抑制されたことから TPを介した反応と考えられた (Fig. 3-8)。この





3-3-5 細胞表面 TP発現量に対する TPIP過剰発現の影響 
 
 TPIP は TP を介する様々なシグナル伝達を抑制することが明らかになった 
(Fig. 3-6,7,8)、TPIPによる TPシグナル抑制メカニズムは不明である。緒言で
も述べたがGPCR結合タンパク質にはGPCRの局在変化を誘導するものが多く










い、細胞表面における TP 数、リガンドアフィニティーを Scatchard 解析によ
り算出した。その結果、TPα、TPβの解離定数 Kdは TPIP過剰発現により変化
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しなかった (Fig. 3-9)。一方、 [3H]SQ29548結合部位 Bmaxは TPIP過剰発現
により TPα、TPβ 共に減少することが明らかになった (Fig. 3-9)。データには
示していないが TPIP過剰発現が総 TP量には影響しなかった。これらの結果か
ら TPIP 過剰発現による TP シグナル伝達抑制メカニズムの一つとして、TPIP






Fig. 3-9. Cell surface TP levels were decreased by TPIP in HEK293 cells stably expressing TPα  and 
TPβ . HEK293 cells stably expressing TPα (A) and TPβ (B) were transfected with myc-TPIP (15 
mg/dish) (circle) or empty vector (pcDNA3.1+) (triangle). Twenty-four h after transfection, cell-surface 
TP levels were assessed by binding of [3H]SQ29548 to intact cells, and the data were expressed as 
Scatchard plots. Each point represents the mean of three determinations. The Kd values for SQ29548 were 
15.6 nM for TPα, 15.4 nM for TPα with TPIP, 14.1 nM for TPβ and 14.0 nM for TPβ with TPIP, 
respectively. The Bmax values were 597.2 fmol/106 cells for TPα, 475.8 fmol/106 cells for TPα with TPIP, 






結果、TPαと TPβの C末端領域結合タンパク質として KIAA1005を同定し、




質である TP interacting protein (TPIP)が TPシグナル伝達を負に制御する因
子であることを初めて明らかにした。 
 [3H]SQ29548細胞表面受容体結合実験によりTPIP過剰発現が細胞表面のTP
発現レベルを減少させることが明らかになった (Fig. 3-7)。このことから TPIP
による TPシグナル (ERK1/2のリン酸化、ホスフェチジルイノシトール水解反
応、IL-6 mRNA産生の亢進) の抑制作用 (Fig. 3-4, 5, 6) のメカニズムの一部に
は、TPIP は細胞表面の TP レベルを減少させる可能性が示唆された。TPIP は
構造上の特徴として中央部に 2 つの C2 ドメイン、N 末端側に 5 つのコイルド







一方 C2ドメインは哺乳動物において cPLA2 (cytosolic phospholipase A2) [86]
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や PKCα (protein kinase C-α) [87, 88]、シナプトタグミン[89]をはじめとする
200以上のタンパク質に保存される Ca2+結合モチーフである。C2ドメインの典
型的な機能として Ca2+の結合により活性化し膜へ移行することが知られている。
cPLA2では C2 ドメインに２つの Ca2+が結合すると、核膜やゴルジ膜、小胞体











 また本研究では TPIPの TP特異性について検討した。ムスカリンM3受容体
をアゴニストであるカルバコールで刺激し惹起されるホスファチジルイノシト
ール水解反応の亢進は TPIP 過剰発現により減少しなかった (Fig.3-7C)。さら
に TPIPは GPCRの一つである副甲状腺ホルモン受容体 (PTHR)と結合しない
ことを β-ガラクトシダーゼアッセイにより明らかにしている (Tokue and 
Nakahata, unpublished observation)。これらの結果は TPIPが GPCRの中で
も TPと選択的に相互作用する可能性を示している。また、以前 TPをノックア
ウトしたマウスでは外来抗原に対する免疫応答が増強することが報告されてい
ることから、TP の免疫系における役割が示唆されている[60]。本研究で TPIP 




織における TPIP mRNA発現は必ずしも TP mRNA発現と相関していないこと
から、TPIPが TP以外のタンパク質と相互作用する可能性を除外することはで
きない。  
 TPIPによる TPシグナル抑制メカニズムの一つとして細胞表面 TP発現量の
減少が示唆された。細胞表面受容体量は受容体の細胞内輸送に依存しており、
細胞内輸送には small G タンパク質の Rab や Arf、膜融合に関与する soluble 




する TP以外のタンパク質を探索することにより TPIPの TP制御分子機構を明
らかにすることができるものと思われる。一方、Fig. 3-6, 7, 8で見られた TPIP
による TPシグナルの抑制の程度は、Fig. 3-9で見られた細胞表面 TP量の減少
の程度と比較して大きい。このことは、TPIPによる TPシグナル抑制メカニズ
ムが TP の細胞表面発現量の減少以外にも存在する可能性を示唆している。
TPIP (1315アミノ酸) は TPα (343アミノ酸)、及び TPβ (407アミノ酸) と比較
して非常に巨大な分子であり、TPIPが TPの C末端領域に結合することで TP
と G タンパク質や TPIP以外のタンパク質との結合を妨害する可能性も考えら
れる。また TPIPは TPα、TPβの C末端領域共通配列である 313から 328番目
のアミノ酸領域に結合する (Fig. 3-4) ことが明らかになったが、今回検討した
TPの領域は C末端部分だけであり、これ以外の細胞内領域と TPIPが相互作用
する可能性も考えられる。これまで TPの細胞内領域に結合し受容体機能を制御




 本章では、新規 TP結合タンパク質として TPIPを同定し、このタンパク質が
TPシグナルを抑制することを明らかにした。さらにその抑制メカニズムの一つ














機構及び TPの C末端結合タンパク質による調節について検討を行った。 
第 2章では、細胞レベルにおける R9APの RGS9-1GAP活性促進機構が脂質
ラフトを介することを見出した。今回、細胞レベルにおいても R9APの GAP活




RGS9-1 の結合部位や、R7-RGS ファミリーのうち RGS9-1 に加え RGS9-2 と
RGS11との R9APの結合性も明らかにした。さらに、これまでの報告とは異な
り RGS9-1 と R9APとの結合には RGS9-1 分子中の DEPドメイン以外に介在
配列も必要であることが初めて明らかになった。このことは、新たな R7-RGS
制御分子の探索に重要な意味を持つと思われる。さらに、RGS9-2と RGS11が
R9AP と結合することが明らかになったことは、in vivo においてそれら RGS
が R9AP による制御を受けている可能性を示しており、中枢神経系における
R7-RGSの新たな GAP活性制御機構の解明に役立つものと思われる。 
 また第 3 章では酵母ツーハイブリッド法を用いて TPの細胞内 C末端領域に
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 本研究は、R9AP及び TPIPによる GPCR活性の調節という今まで解明され
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